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ヒ ト胃低分化腺病由来の M E N-4 5細胞か ら著者の 研究室で確立 した 高度腹膜転移株を用 い , ヒ ト大綱 を使用 した 体外
培養 シス テ ム に よ り, 腹膜転移の 械構を研究 した . すなわ ち, M K N-45細胞 をヌ
ー ドマ ウ ス の 皮下 に移植 し, 皮下 に形成 され
た腫瘍(M K N-45-S ubcuta n e o u stu mor, SC) 細胞を ヌ
ー ドマ ウ ス の 腹腔内で継代培養する こ と で, 6代 継代後は例外 なく嘩膜
転移 を起 こ す高度腹膜転移株 と な っ た . こ の うち, S C細胞, 4 代継代 S C(4ge n e r atio nintraperito n e ally pas sagedSC, 4 G P)
細胞と12代継代 S C(12ge n er atio nintrape rito n eally pa ss aged S C, 12 G P)細胞 を便周 して実験を行っ た. SC 剛 包と 12GP 細胞
を ヒ ト大網上 で培養す る体外培養 シ ス テ ム (ex viv o c o- C ultu re syste m) を用い , 痛細胞の 大網 へ の 接着を走査電顕下 で観察 した.
さ ら に, 痛胎児性抗原 (c a rcin o e mbryo nic a ntige n, C E A) 染色 を行い , 大網 に凝着 した 癌細胞数を数えた . ま た , S C, 4 G P,
12 G P細胞 に関す る転移関連遺伝子発現 を, 逆転写ポ リ メ ラ ー ゼ連鎖反応法 に て検索 した . 転移関連遺伝子と して は接着因子
〔イ ン テ グ1) ン ･ サ ブ ユ ニ ッ ト (integrin s ubu nit) α2, α 3, α5, /91, 細胞間接着分子 (inte rc ellular adhe sio n mole cu r e,
I C A M), 1) ン パ 活性関連抗原-10ympho cyte fun ctio n a s so ciated a ntige n-1, LF A-1)〕, 運動国子 〔cr m et, 自己分泌型運動因子 レ
セ プ タ ー (auto c rin e m otilityfa cto r re c epto r, A M 芋r e c eptor)〕, 蛋白分解酵素 とそ の 阻害剤〔ウ ロ キ ナ ー ゼ タ イ プ プ ラ ス ミ ノ
ー ゲ ン ア クチ ベ ー タ ー (u r okin a sety pe plas min oge n a ctiv ato r, u-P A) と そ の レ セ プタ ー (u-P Are c epto r)と そ の イ ン ヒ ビタ ー
bla s min oge n a ctiv ato rinhibito r, P Al), マ トリ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ (m atriⅩ m etallopr otein a s e, M M P)-2, M M P-9,
メ タ ロ ブ ロ テ ア ー ゼ テ ィ ッ シ ュ ー イ ン ヒ ビタ ー (tiss u einhibito r of m etalloprotein as e, TI M P)-1, TIM P-2〕, や増殖因子
〔血管内皮細胞増殖因子 付asc ular e ndothelialgro wth fa ctor, V E G F), C- e rbB-2, エ ス トロ ー ゲ ン レセ プ タ ー (e str ogen re c eptor)〕
を選び各々 の 遺伝子 に特異的な プ ラ イ マ ー お よ び プ ロ ー ベ を作成 した . 12 G f〉 細胞 と 共に 1時間培養 した 大網 を走査電顕 で観
察す ると 癌細胞は中皮細胞が収縮, 脱落 し てで き た基底膜の 露出部位 に の み 接着 して い た . さ ら に4 時間経過 した大網 で は ,
中皮細胞が さ ら に脱落し, 中皮下 基底膜が広範に露出 して い た. 哺細胞 は広範 に露出 した基底膜と偽足様突起で結合 して い た .
一 方転移関連遺伝子 の うちc一 肌 et, A M FL/ セ プ タ ー , u-P A, u-P Aレ セ プ タ ー , P AI-1, M M P-2, 9, TI M P-1, 2の 発矧 ま S C,
4 G P, 12 G P細胞で差 を認め な か っ た . ま た , C- erbB-2, V E G F, も同様 に発現が見ら れ たが , P Al-2, エ ス トロ
ー ゲ ン レ セ プ タ
ー
, イ ン テ グリ ン
･ サ ブ ユ ニ ッ ト α 5 は党規 が 見られ なか っ た . しか しな が ら, イ ン テ グリ ン ･ サ ブ ユ ニ ッ ト α2 お よ び α3
mR N A は, S C細 胞に比 べ , 12 G P細胞で , 高度 な発硯増加 が見 ら れ た. さ らに , 免疫組織学的検討 にお い ても, 12 G P細胞 で
の イ ン テ グ リ ン ･ サ ブ ユ ニ ッ ト α 3 の 党規克進が 見ら れ た. Ⅴ 仏 2, 3の ノヲ鎖で ある イ ン テ グリ ン ･ サ ブ ユ ニ ッ ト ′91 m R N A
は 発現 し てい たが , S C, 4 G P, 12 G P細胞間に は 変化は見ら れなか っ た . 抗イ ン テ グl)ン ･ サ ブ ユ ニ ッ ト lヲ1 抗体 は, 大網 へ
の 12 G P細胞の 接着を著 しく減少さ せ た . こ れ ら の 結果か ら, VI A 2 お よ び Ⅵ A 3 が胃癌 の 腹膜撒種形成に大き な役割 をは た
し て い る こ と が 推察 され た .
Key w ords gastric c an cer, pe rito n e al disse min atio n,integrin s, Vu
腹膜播種は胃痛非治癒因了･や , 根治 手術後 の 再発形成の う ち,
も っ と も多い 転移形式であ る. しか しなが ら, 腹膜播種の 治療
成績 は外科治療学の 進歩や集学的治療 にもか か わ らず, 極め て
不 良で ある1)2). そ の 矧圭lの ひ と つ に は , 腹膜播種形成の 機構が
十分 に解明 され てい な い こ とが ある と考え られ る. 腹膜播種は
癌細胞 が賛膜 に達 し た後, 腹腔内 に離脱す る こ と か ら 始まる .
こ の 過程 に は E- カ ド ヘ リ ン の 発現 の 減弱 が密接 に関係 して い
る3 卜 5)
. その 後の 腹 腔内遊離痛細胞 の 腹膜表面 へ の 着床 に は ,
腹水吸収 に か か わ る 特殊な構造 や接着因子が 関係 して い る .
Hagiw a raらは 大網 ヒの ミ ル キ ー ス ポ ッ ト (milky spots) か ら遊
離痛朝川包が吸着 さ れ る と報告 し て い る
り`
. ミ ル キ ー ス ポ ッ トは
大網 , 腸 間膜, ダ グ ラス 裔に あか), 腹 水な どを吸収する小さな
器官 である . 腹膜炎等の 時に は マ ク ロ フ ァ ー ジが こ こ か ら腹腔
内に動員さ れ る と い う免疫学的に重要な役目も担 っ て お り, 柴
膜下 の リ ン パ 管に接続 して い る
7)
. 腹 腔内に遊離 した癌細胞も,
腹水と と もに ミ ル キ ー ス ポ ッ トに吸 着さ れ , 腹膜下リ ン パ 管に
侵入 する
8)9)
. 腹膜播種形成の 過程 に お い て , ミ ル キ ー ス ポ ッ ト
を通 して の 転移は, か なり早い 時期に起こ る と考えら れ る. -
平 成8年10月15日受付 , 平成 8年12月11日受理
Abbr eviatio n s: A MeX, a C etO n e m ethylben zo ate xylen e; A M F, a utO C rin e m otilityfactor;bp, bas epair; C E A,
Ca r Cin o e mbryonic a ntige n; E- M E M, Eagle
,
sp minim u m e s s e ntial m ediu m with Earl,s s alt; G P, ge n e r atio n
intr ape rito n e ally pass aged;ICA M,inter cellular adhesio n m olec ule;IL
-6,interle ukin-6;L F A-1,1ym pho cyte fun ction
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Tablel･ T heprlm erS andprobes to detected m etast asis-aS SOCiatedgenes
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5
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.
Lo c atio n Fragm e ntsize(bp)
3093- 1 1 2
35 5 8-3 5 7 7
3 2 95-3 3 18
1 2 6 7-1 2 8 6
1 9 3 4- 19 5 3
13 8 8-1 40 7
4 9 0-5 0 9
1 0 3 7-1 0 5 5
7 6 4-7 8 7
1 4 6 2-1 48 1
1 9 5 7- 197 6
1 635- 16 4 9
30 3-3 2 2
802-8 2 3
6 3 1-6 5 0
25 9 9-2 6 2 0
3 0 3 8-3 0 5 7
2815-2836
941-9 6 1
1 46 8-1 4 8 8
1 163-1 1 8 2
8 0 ト8 2 1
1 1 1 ト1130
1038-1062
506-5 2 6
9 1 5-9 3 4
8 4 1-86 0
2 4 9 4-2 5 1 3
4 1 7 4- 19 3
3 7 0 7-3 7 2 6
3 5 6-3 75
791-81 0
3 8 0-3 9 9
3 79-398
811-8 3 0
5 8 4-6 0 6
96 5 8-9 6 7 7
1 4 8 4 5-1 48 46
1 0 2 5 4-102 73
1448-1 4 7 2
19 0 9-1933
15 12-1 5 3 6
1 4 7 8- 15 3 1
2 1. ト2 1 40
1719-1 7 4 3
1 4 2-1 7 1
6 6 4-6 9 3
48 7-51 1
3 4 ト3 7 2
9 1 3-9 4 1
45 5-4 7 9
3 4 2 4t3 4 4 3
35 8 7-3 6 0 6
3 4 8 8-3 5 1 7
115 3-1 17(i
1 393-1 4 1 6
1 7 1 2-1 7 35
1142-116 2
1 4 5 0- 14 7 0
1 2 5 3-1 2 7 4
2 4 5-2 6 5
817-8 36
656- 7 5
1 3 38-1 3 5 7
1 7 3 3-1 7 5 2
1 654-1 6 7 3
bp, bas epalr.
a)A d hesion m ole cule. b)Motilityfactor. c)Prote ase and itsinhibitor.
d)Gro wth facto r. e)Positiv e c ontr ol.
a s岳O Ciated antige n-1;Ⅰ･S AB,1abelledstrepto abidinJbiotin; MMP, m atriⅩ m etalloprotein as e;P AI, pla s min oge n activator
inhibitor;疋トP C R, r e V e r S etr an SCription-P C R;TFR,tr an Sfe rin re ceptor;Ⅵ M P, tissu einhibitor ofm etalloprotein ase;u
･
























イ ン テ グリ ン と 腹膜播種
方, Kiya s uらは 腹膜播種形成過程 に お け る接着因子の 重要性
を指摘 して い る
1 0)
.
そ こ で 著者は , 腹膜播種の 機構を解明する た め に , ヒ ト大網
と癌細胞を使 っ た 新 しい 体外培養 シ ス テ ム (ex viv oco～ Cultu re
syste m)を 開発 し た･
こ の 論文 で は 腹膜播種 に お け る接着因子 であ る イ ン テ グ リ
ン ･ サ ブ ユ ニ ッ ト α2/β1 で構成さ れ た ⅤI A 2 と, イ ン テ グリ
ン ･ サ ブ ユ ニ ッ ト α3/J91 で構成さ れ た V L む3の 役割 に つ い て
報告す る.
対象 お よび方法
Ⅰ . 細 胞 株
ヒ トの 胃低分化型腺癌由来継代培養細胞株 の M K N-45細胞 を
マ ウ ス の 皮 下 に 移植 , 4週 間後 に形成 さ れ た 皮 下 腫瘍細胞
(M K N-4 5-S ubc uta n eo u s c ells, S C) を腹腔内継代培養 した ･ す
なわち, M E N-45細胞を10 %胎児牛血清加 RP M I-1640(日水製
薬, 東京) で , 3 7℃, 5 % C O2 含有 の 渥 気条件下 で培養 し ,
0.02 % E D T A加0.25 %トリ プ シ ン で短時間処理後, RP M I-1640
で2 回洗 軌 こ の 細胞浮遊液 1 ×10
7/0.1ml を生後 6 ～ 8 過の
雌の B A L B/c ヌ ー ド マ ウ ス (日本 ク レ ア , 東京) の 背側肩甲部
に皮下注射 し た. 4 週後, 皮下腹痛部を無菌的 に採取 し, ハ サ
ミで珊切 し, 18 Gの 注 射針を数回通過 させ た後 , 一 匹の マ ウス




SC(4ge n eratio nintr aperito n eal1y pa s saged S C, 4 G P)細胞 と12
代継代 S C(12ge n e ratio nintr aperito n e ally pas s aged S C, 12GP)
細胞の 3種類 の 細胞株 を使用 した .
Ⅰ. 逆転写 ポ リ メ ラ ー ゼ連鎖反応 (r e v erse tr an S C riptio n-
P C R, R T-P C R)法に よ る転移関連遺伝子 の増幅
SC, 4GP, 12 G P細胞か ら得ら れ た 仝 R N AをIS O G E N(ニ ッ






E･ M E M
747
200〃g/ml になる よ うに蒸留水で希釈 し, 癌細胞 にお ける 転移
に深くか か わ っ て い る と思 われ る以下 の 転移関連遺伝子20種類
の m R NA に つ い て K トP C Rを行 っ た .
打トP C Rの た め に合成 した プラ イ マ ー ブロ ー ペ は接着因子で
ある イ ン テ グ リ ン ･ サ ブ ユ ニ ッ ト (integrin s ubu nit)α2, α3,
α 5, β1, リ ン パ 活 性 関連抗 原-1 (1ym pho cyte fu n ctio n
a s s o ciated a ntige n-1, L F A-1), 細胞 間接着分子(inte r c ellula r
ad he sio n m ole cur e, IC A M)や 連動因子であ る c- m et, 自己分泌
運動国子 レ セ プタ ー (auto crin e m otilitYfacto r re c epto r, A M F
r e cepto r) や 蛋白分解酵素や そ の 抑 制物質であ る ウ ロ キナ
ー ゼ
タ イ プ プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー (u r okin a s ety pe
pla smin oge n a ctiv ato r, u
-P A)と そ の レ セ プタ ー (u-P Ar ec eptor)
と その イ ン ヒ ビタ ー bla s min ogen a ctiv ato rinhibitor, P AI), マ
ト リ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ア ー ゼ (m atrix m etallopr otein a s e,
M M P)-2, MM P-9, メ タ ロ ブ ロ テ ア ー ゼ テ ィ ッ シ ュ
ー イ ン
ヒ ビタ ー (tis su einhibito r of m etalloprotein a $ e, TI M P)-1,
TI M P-2, や 増殖国子 である c-e rb B-2, 血 管内皮細胞増殖因子
匝a sc ular endothelialgro wth fa cto r, V E G F) エ ス トロ ー ゲ ン レ
セ プ タ ー (e stroge n re c epto r) 遺伝子 である . 陽性対照 と し て
P- ア ク チ ン , ト ラ ン ス フ ェ リ ン レ セ プ タ
ー (tr a n sfe rin
re c eptor, T F R)を用い た . そ れ らの プ ライ マ
ー
･ ブ ロ ー ベ を表
1 に示 した . m㌧P C R法は Nin o miya らの 方法 で行 っ だ
l)
.
Ⅱ . ヒ ト大網 の癌細胞接着実験 (e x t)iv o ad he sion a s say)
の方法
大網 は早期胃痛手術時に胃 と と も に切除さ れ た大網の 一 部
を, 表面を傷 つ け な い よう に して 無菌的 に取り出 し, 以下 の 方
法で S C, 12GP 細胞と と もに培養 し た.
Ea rl の 塩 添加 Eagle 最小 基礎培 地 (Eagle
'
s- minim u m
e ss e ntial m ediu m with Ear1
'
s salt, E-M E M) (日 水製薬) で満た
し た24穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト ウ エ ル (岩城硝子 , 船橋) と プ ラ ス
チ ッ ク製の シリ ン ダ ー (M A リン グ , サ ン プ ラテ ッ ク 社, 大阪)
の 間に 2cm 四 方の ヒ ト大網を固定 し た. S C, 12 G P細胞を各々
1 ×10






2. Anti･β1integrin M A b(5山/ml)
ニ
$pe ¢im ¢n
lm m unohi$tO Che mistry$taining
With C E Aantibody
Fig. 1. Sche m aticillu str atio n ofe x viv o ad he sio n a s say. Parts of hu m an O m e ntu m W e reputbetw e e n w ells and cylin de rs･ Censuspen sio n s
ofS Cand 12 G Pw e reintrodu c ed into e a ch cylinde r, and Rlled wi 也 E
- M E Mm ediu m･ A 允erinc ubado nfor o n e and fo urhr, the o m e ntal




- ナ ル 抗体(5fLg/ml) (Im m u ote ch, M ar seille, Fra nce) を
加え たも の と ,･ マ ウ ス IgG l(5FLg/ml)(Tago Ca m e rillo,
Bu rlinga me , U S A) を抗体の 対照 と して 加えたも の を 作成 し,
37℃, 5 % C O2 の 条件 下 で培養 した12】(図1).
一Ⅳ . S C細胞 と 1 2 G P細胞を培養 した 大網 の光顔的, 電顕的
所見
4時間まで培養 を行 い , 取り外 し た大網を同 じ濃度 の 綾衝液
で短時間洗浄後 二 つ に分 け, 各々 を 0 ℃の 2.5 % グル タ ル ア ル
デ ヒ ド液と ア セ ト ン で 固定 した . 0 ℃の 2.5 % グル タ ル ア ル デ
ヒ ド液で 2時間固定 し た大網 は, 1 %の オス ミ ウム 液で 後固定
した . そ の 後, 50 % と100% の エ タ ノ ー ル で 脱水 し, イ ソ ア ミ
ー ル ア セ テ ー ト に浸 し た後, 臨界点乾燥 し, 腹膜表面を電子顕





ア セト ン で 固定 し た大網 は 1m m 間隔で切り出 し, ア メ ッ ク
ス (a c eto n e m ethylben zo ate xylen e, A MeX) 法で パ ラ フ ィ ン 包
捜 した1ヰ) .
Fig. 2. Ele cto ro n mic rographic 丘nding ofn o r malm e s otheli al
C ells o nthe hu m an o m e ntu m
. The su rfa ce ofthe m e s othelial
C ellsisflata nd the c ell bo u ndary ofe a ch m e sothelialc ell is
indis ce r nible . ×20 00.
Fig･3･ Ele ctoro n mic r ogr aphicfinding of m e s othelial c ells
′afte r al hr-in cubatio n. T he s ubm e s othelial ba s e m ent
m e mbr a n ebe c o m e visible, but the m e s othelial c ells a r e
C O n n e Ct tO e a Ch othe rwith fin eps e udopodialpr otru sio n s.
×1000.
ア メ ッ ク ス 包 埋 標本 を用 い , 以 下 の 方 法で , 癌 胎児性抗原
(c ar cin o e mbryo nic antige n, C EA), イ ン テ グ リ ン ･ サ ブ ユ ニ ッ
ト α2, α 3の 免疫染色 を各々 の 特異抗体 で行 っ た . 各 々 の パ ラ
フ ィ ン 標本か ら 5〃 m 切片を切り出 し, 脱パ ラ フ ィ ン後, 0.1%
ハ イ ドロ ー ゲ ン ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (hydr oge npe ro xida se) 加
メ タ ノ ー ル 液 で15分間反応 させ , 内田性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を ブ
ロ ッ ク した ･ そ の 後 , 切 片 を C E A(Dakopatts, Cope nhage n,
De n m a rk), 抗 α2 お よ び抗 α 3 イ ン テ グリ ン ラ ビ ッ ト ポ
リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (コ ス モ ･ バ イ オ , 東 京) で 反応 さ せ た
.
各々 の 希釈倍率 は10 0× , 20× , 20× と した . その 後, 標識 ス
ト レ プ ト ア ビチ ン ピ オ テ ン (labelled strepto abidin rbiotin,
I･S A B) キ ッ ト (Dakopatts) を用い て 反応 させ , 0.05 M トリ ス 緩
衝液 bH 7･6)100ml中 に0.1 % H202 を3 5/1 加えた D A B- H202 発
色 液 に 40m g/dlの ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン (Sigm a, St. Lo uis ,
U S刃 を加えて発色さ せ た .
細胞の 接着数 は1 ヒ ト大 網の 100〃甲 あたり に接着 した癌細
胞数で数量化 し, 各 々 の グ ル ー プで 3回の 実験 を行 っ た .
B
Fig･4■ Electo r o n mic r ographicfinding of m e s othelialc ells
afte r a4 hr-in c ubatio n. A wide ar e a ofthe subm e s othelial
ba s e m e nt m embr aneis e写pO S ed by m e s othelialc ellshrinkage
a nd/o r e xfoliatio n(礼 Can c e r c elLs-ad he ringto the n aked
ar e a Of the s ubm e sotheli al ba s e mentm embr an e. Ca n c er cells
do n otad he reto the m e s othelialcels(B). ×500.
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l . 大網の 電子顕微鏡所見
正常 な大網中庄細胞 は平坦で , 細胞相互 の 境界 は不明瞭であ
)ー(図2), 細胞表面の 微少突起 は微細 で , そ の 数も少 な か っ
た.
大網の 1時間培養後で は , 中皮細胞は収縮 して 半球状 に なり,
互 い に経れ, 中皮細胞下 の 基底脱が露出する よ う にな っ て い た ･
(図3) ま た , 中皮細胞 は互 い に細い 偽足様の 突起で つ な が っ て
い た . 4 時間後に は , 大網か ら の 中皮細胞の 脱落の た め , 基底
Fig. 5. Ele cto r o n mic rogr aphicfinding ofc an ce r c ells adhering
to the s ubm e s othelial ba s e m e nt m embr a n e afte r a4 hr-
in c ubatio n. 7 be c a n c el･ Celsu rfa ce ap pe a r ro ugha ndr e v eala
lotofcytopla smicpro ce s se s. ×2000･
Table2 .
Ge n e
脱が 広く露出して い た (図 4朗 . 鳩 細胞 は 中庄細胞 上 で は なく,
露出 し た基底膜 にの み 接着 し(図 4 B), 表面 に は多くの 細胞突
起が見 られ た (図5). 癌細胞接着面か ら 長い 義足様の 突起が延
びて 基底膜に接着 して い るの が観察 さ れ, そ れ ら の 突起 は中皮
Fig.6. Ele cto r o n micr ographicfinding ofadher e ntsu rfac e of
c a n c e r c ells toba s e m e nt m e mbra n e after a4 hr-in c ubatio n.
Elo ngatedps e udopodialpr otru Sio n sfr om c a n c e r c ells ar e
obs e rv ed, a nd tightly atta ch to the e xpo s ed a r e a ofthe
s ubm e s othlialstr o m a. ×5000.
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細胞の 間に露出 した 問質に強く結合 し てい た (図6).
Ⅰ ･ M E N･4 5-S C の腹腔内継代 に よ る転移関連遺伝子発現の
変化
転移関連遺伝子発現を, S C, 4 G P, 12 G P細胞で比較検討 し
た (表 2)･ C- m et, A M Fレ セ プタ ー , uqP A, u-P A レ セ プ タ ー ,
P Al-1, M M Ps, TIM Ps に関 して は S C, 4 GP, 12 G P細胞間 に
は 発現 の 遠 い は 見 ら れ な か っ た . 増殖 因子 であ る c- β沌B-2,
V E G Fの 発現は S C, 4 G P, 12 G P細胞す べ て に 同 じよ うに 認め
ら れ た ･ イ ン チ グ リ ン ･ サ ブ ユ ニ ッ ト α5, L F A-1, IC A M,
P A L2, エ ス ト ロ ー ゲ ン レ セ プ タ ー の 発 現は 腹腔内の 継代をか
さね て も終始見 ら れ なか っ た . し か し なが ら, 図 7 に示す よう
にイ ン テ グリ ン ･ サ ブ ユ ニ ッ ト α2 お よ び α3 は S C細胞 に比
べ て 4代, 12代 と腹腔内で継代す る に したが い , 発現 が高度 に
増加 して い たが イ ン テ グリ ン ･ サ ブ ユ ニ ッ ト α5 の 発現 は見 ら
れ な か っ た
･ また , V L ㍑, V L 旭の 共通の β鋳であ る イ ン テ グ
リ ン ･ サ ブ ユ ニ ッ ト β1の 発現は細胞間に差を認め な か っ た .
S C 4 G P 1 2 G P
α 2(48 5 bp)十
β1(51 5 bpト ト
α 3(6 87 bp)一 +
S C 4 G P 1 2 G P
肌 抗イ ンテ クリ ン ･ サ ブユ ニ ッ ト β1 モノ ク ロ ー ナ ル 抗体
に よ る S C細胞 と 1 2 G P細胞の ヒ ト大綱 へ の接着抑制
効果
図8 はヒ ト大網 と S C, 12 G P細胞 を体外培養 し4 時間経過し
た 標本を抗 イ ン テ グリ ン ･ サ ブ ユ ニ ッ ト α3 ポ リ クロ ー ナ ル抗
体 を用 い て 免疫染色 した もの で ある ･ 大網 に接着 した 12 G P細
胞 の 細胞膜 に 一 致 して イ ン テ グ リ ン ･ サ ブ ユ ニ ッ ト α3 の 活性
が 見ら れ る ･ こ れ らの 細 胞 は大網中皮細胞 どう し の 間に露出し
た 問質 と結合 して い る.
図9 は同 じく抗 C E A抗体を用い た 免疫染色を示す. 細胞質,
細胞膜 に C E A活性を示す . C E A活性を有す るもの を癌細胞と
し, 大網上 に接着 し た細胞数を算出 した .
図10 に見 ら れ る よう に , S C細胞 と 12 G P細胞 の 大網へ の 細
胞接着数は , 各々 3.8±4.1個/0.1m m と 5.4±3.8個/0.1皿 m であ
っ た ･ 一 方 , 抗 イ ン テ グリ ン ･ サ ブ ユ ニ ッ ト /ヲ1 抗体処理によ
り, 12 G P細胞 の 大網 へ の 接着細胞数は 2.4 ±2.2個/0.1m m と有
S C 4G P12G P
T F R(31 6 bp)｣←
α 5(5 6 4 bp)
$C 4 G P 12 G P
S C 4G P 12G P
Fig･ 7･ C ha nge s ofthe e xpr e ssio n s ofm eta sta sis-a SS O Ciated ge n e sin S C,4 G Pa nd 12 G P･ Integrin α2, α3 and α 5subu nit m R N Aof SC,
4 G Pa nd 12G Pwer e e x a min ed by RTIP C R･a nd Northe rnblothyb ri diz abo n･ T F R,pO Sitiv ec o ntrol;bp,ba s epair
Fig･ 8･ lmm u n ohi$tOlogic alr e a ctio n ofintegrin α3 subu nit
e xpre s sio n of 12 G Pafte r a4 hr-in c ubatio n with hu m a n
O m e ntu m･ T he expre s sion ofintegrin α 3subumitis obse rved
O nthe c ellm e mbr a n e of 12 G Pad he redto the o m e ntu m.
T he se cell$ atta Chto the n aked are a ofstro m a e xpo sed by
m ethoth li alc ele xfbliato n.
Fig･ 9･ Im m u n ohistologic alr e a ctio n of C E Aexpre ssio n of
12 G Pafte ra 4 hr-in c ubatio n with hu血a n o m e ntu m . The
expre s sio n of C E A is obse rv ed in the cytopla s m andthe cell
m e mbr an e. By c o untingthe n u mbe r ofthe atta ched c ells
Which e xpr e s s ed C E Aa ntibody o n the o m e ntu m ti$S u e,
C ellula r ad he siv e a ctivity w a squ antified. An a rr owhe ad
































































Fig.10. Inhibitio n ofatta chm e ntof 12 G Pa nd S Cc ellsto hu ma n
o m e ntu mby a ntトintegrin β1 m o n o clon ala ntibody. M o u s e
IgG, a ntibody u s ed fo r c o ntrol; a nti- ノ9l-integrin M Ab, a nti-
B
Fig. 11. Co mparis o n of im m u n ohistologicalre a ctio n of integrin
α3s ubu nite xpr e s sion of S C(朗a nd 12 G P(B) u sing u A B
m ethod.
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意 に減少 した (P<0.05). S C細胞 にお い ても接着細胞数は, 抗
イ ン テ グ リ ン ･ サ ブ ユ ニ ッ ト /ヲ1 抗 体 で 処理 し た も の で は
3.3±2.7個/0.1m m と 減少が 見ら れ た が , 統計学的有意差 は見
ら れ なか っ た .
図11 に S C細胞(図11A)と 12 G P細胞(図11 B)で の イ ン テ グ
リ ン ･ サ ブ ユ ニ ッ ト α3 の 免疫染色を示す. イ ン テ グリ ン ･ サ
ブ ユ ニ ッ ト α3 の 発瑛は 細胞膜上 に 見ら れ た. 12 G P細胞 にお
ける イ ン テ グリ ン ･ サ ブ ユ ニ ッ ト α3 の 発現細胞数は , S C細
胞に 比べ て明 らか に増加 して い た.
考 察
腹膜播種形成 の 最初の 過程 は, 腹腔内遊雅癌細胞 の 腹膜表面
へ の 接着と考えら れ る. また , 近年の 分子生物学の 発展 に より,
さま ざまな細胞接着因子が同定 され てき た. しか し , 未 だ に腹
膜播種形成に か か わ る接着因子 は, 明らか にさ れ て い な い . 著
者 の 研 究室で は ヒ トの 胃低分化型腺痛由来継代培養細胞株 の
M I(N-45細胞を マ ウ ス の 皮下 に 移植 して作成 し た S C細胞を別
の マ ウス の 腹腔内で継代培養を繰り返 し, 6代以 後は例外なく
腹水 を伴 っ て 腹膜撒種を お こ す高度腹膜転移株 を確立 した
15}
.
ま た, 大網は 腹膜播種が最も早期 に見ら れ , 重要 な役割を担 っ
て い る と考え ら れ て い る1(i-. そ こ で 著者 は, 腹膜播種 にか か わ
る接着因子 の 解明の た め , S C細 胞, 腹腔内継代培養株であ る
4 G P, 12 G P細胞と ヒ ト大網を用 い て 本研究 を行 っ た . 細胞同
士の 接着 に は E- カ ド ヘ リ ン, IC A M や L F A-1な どが 関与 して い
る と さ れ る
帥 i)
.
E一 カ ド ヘ リ ン は癌細胞同士の 接着に関与 し, E-
カ ド ヘ リ ン 分子 の 異常に より細胞同士 の 接着が不完全に な る こ
と が 病没潤 の 一 因と な る . ま た , IC A M/L F A-1 は リン パ 球 と
血 管内度 と の 接着 に関与 し, リ ン パ 球 ホ ー ミ ン グに 重要で あ
る .
本研究 で大網 と癌細胞と の 接着 に は大網中皮~F基底膜と癌細
胞と の 特異的接着が明 らか と な っ た . す な わち細胞 どう し で な
く, 細胞と 同質と の 結合が大網 と癌細胞 の 接着 に重要である こ
と が示唆 され た . 基底膜構成成分 に対する特異的接着国子 に は
V L Aフ ァ ミ リ ー や そ の 他 の イ ン チ グリ ン フ ァ ミリ ー が あ る .
m はα 鎖
ノ
?鎖で 構成さ れ る ヘ テ ロ ダイ マ ー で あり, α 鎖に は
α1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, Ⅴ が あ り, β銑は β1の み で あ
る .
氾ya suら
I11)も, 胃癌 に起因す る腹腔内遊離婚細胞 は, ■日立細
胞が 互 い に離 れ, 露出 した中皮 下 の 基底膜に , 選択 的に接着す
る と 報告 した . 本研 究で も, 12 G P細胞の 体外培養1時間後,
大網の 中皮 は半球状に な り, 4時間後 に は 互 い に 経れ , 脱 落し,
結果と して 中皮細胞 1了の 基底膜が露化 し た. 同時 に, 培養 され
た 癌細胞は , 中庭細胞で は なく , 露出 したl･P 皮下 の 問質に選択
的 に接着 して い た . こ の 間質の 成分は コ ラ ー ゲ ン , フ ィ ブ ロ ネ
クテ ン , ラ ミ ニ ン, プ ロ テ オグ リ カ ン , ビ トロ ネク ナ ン等 であ
り, こ れ ら の 物質 はイ ン テ グリ ン の リ ガ ン ド 揖gand)で ある こ
とが 知 ら れ て い る川). コ ラ ー ゲ ン や ラミ ニ ン , フ ィ ブ ロ ネクテ
ン は , イ ン テ グ リ ン
･ サ ブ ユ ニ ッ ト α2/ノ91 で 構成さ れ た
VI A 2と, イ ン テ グ リ ン ･ サ ブ ユ ニ ッ ト α3//91 で構成 され た
ⅤI A 3の リ ガ ン ドで ある19 卜 Z3). 今 回, m ㌧P C R法 によ っ て 高度
腹膜転移株 12 G P細胞で は , イ ン テ グリ ン ･ サ ブ ユ ニ ッ ト α2,
α3 を それ ぞ れ 有する V L む2, 3 の m R N A を多量に発現 した こ
と が示 され た. さら に, Ⅵ A 2 と ⅤI A 3の 共通の β1 サブ ユ ニ
ッ ト に対 す る 抗 イ ン テ グ リ ン ･ サ ブ ユ ニ ッ ト β1 抗体は ,
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12 G P細胞の ヒ ト大網 へ の 接着を有意 に阻害 し た. こ の 抗 体 は
数種類 の 細胞株 の , 細胞外 マ ト リ ッ ク ス (e xtr a cellular m atrix ,
E C M)へ の 接着 を阻害す る こ と が 報告 さ れ て い る
24)
.
こ れ らの 結果は , 腹 腔内継代培養の 間 に V L む2ま た は ⅤI A 3
を強く表現 した 特異的な ク ロ ー ン が 選択 さ れ た こ と, そ して ,
Ⅵ A 2 と VI A 3の 増加が , 腹膜播種 の 形成 に大きな役割を担 っ
た ことを示 して い る .
結果的 に は, 中皮下 組織 の 露出が腹膜表面 へ の 癌 細胞の 着床
の 最初 の 段階と して , 最も重要な過程 である こ と が 推察 され た .
こ の腹膜中皮細胞を変形 させ る因子 に つ い て は い く つ か の 報告
が あり, こ れ ら の 因子 は 中皮細胞傷害物質(m e s othelialc ell
inju ryfacto r) と 呼ば れ て い る . 炎症 に よ っ ても, 中皮細胞 の 離
解 や剥脱 がも た らされ る こ と は よく知 ら れて い る . Ka ufm a nら
は デ キ ス ト ラ ン の 腹腔内注射 に よ っ ても た ら され る 無菌的炎症
ば か りで なく, 腹腔 内へ の 細菌注 入 に よ る腹膜炎でも同 じ様 な
中皮細胞 の 変化 がもた ら さ れ る と 報告 し て い る
25)
. K im u r aら
は , A H lOO B により生 じた腹水 を ゲ ル ろ過で 検討 し, 中皮細胞
傷害物質が , ア ル ブ ミ ン 分画に存在す る こ と を報告 して い る26】.
こ の 形態学的変化 は炎症 に よ っ て も た ら さ れ る と い う結果 か
ら , い く つ か の サ イ ト カ イ ン (cytokin e) ヤ プ ロ テ ア ー ゼ
(prote as e) が 中皮細胞の 傷害物質で は な い か と推測 して い る .
肝細胞増殖因子 OlepatO Cyte grO W血 fa cto r, H GF), 上 皮増殖因
子(epide rm algro wth fa cto r, E G F), ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ成
長因子- β (tr an sfo rming growi h facto rP, T GF-β) 等 は, 腺病
の 腹腔内か ら腹膜下組織 へ の 浸潤 を促進 させ る こ とが 動物実験
で確か め られて い る. その 機構は それ ら の サイ トカ イ ン に よ っ て ,
腹膜中皮細胞が開裂 され る ためで ある と推測され て い る27 卜 29). 最
近, Ma r u oら は イ ン タ ー ロ イ キ ン ー6(inte rle ukin -6, II;6) が ,
血 管内皮細胞 どう しの 細胞間隙の 開裂をもた らすと 報告 した
30)
.
腹膜炎に お い て は , 腹膜中皮細胞 は Ⅰし8 の 刺激 で Ⅰし6 を産生
し, マ ク ロ フ ァ
ー ジ と 同量の IL 6を産生する こ と が 知ら れ て い
る31)32〉
.
Ⅰし6 が中皮細胞 の 開裂 をもた らすか 否 か は まだ 証明さ
れ て い な い が, 何 ら か の 炎症性 サ イ トカ イ ン が こ の 過程 に 関係
して い る もの と推察 さ れ る.
mya s uら は 胃痛患者 で の 中皮細胞 の 変化が , 腹膜播種 が起
こ る 以前 の , 腫瘍 が柴膜浸潤 をきたす時期 に は, す で に 見ら れ
る こ と を報告 し
川)
,
こ れ ら の 変化 が腹腔内遊離癌細胞か ら 分泌
さ れ た 蛋白分解酵素 によ る の で は な い か と推測 し た . プ ロ ナ ー
ゼ や コ ラ ゲ ナ ー ゼ , トリ プ シ ン が中皮細胞を開裂 させ る こ と は ,
動物実験で認め ら れ て い る が卿 , 中皮細胞 を開裂さ せ る物質が
癌細胞か ら 出る の か , 問質細胞 か ら 出る の か, 今後 の 重 要な研
究課題である .
結 論
腹膜播種に お ける 中皮相月包の 解離 お よ び 中皮下基底膜 へ の 癌
細胞の接着の 機構を解明する た め に , ヒ 十大網 と高度腹膜転移
を起 こす, ヒ ト胃低分化腺痛細胞株を用い , 以 下 の 知 見を得
た .
1 . 癌細胞と と も に培養さ れ た大網 の 中皮 は, 時 間の 経 過と
とも に半球状 に収縮 し, 互 い に 離れ , 脱 落 し, しだ い に 中皮細
胞下 の 基底膜が露出する よ うに な っ た . 癌細胞 は 中皮細胞 上 で
は な く! 選択 的 に露出した基底膜上 に , 長い 義足様 の 突起を出
して接着 して い た
2 . 腹 腔内継代前の 癌細胞 に比べ て 】 高度腹膜転移株 で は 有
意 に多く大網 に接着 し, 抗 イ ン テ グリ ン ･ サ ブ ユ ニ ッ ト ノブ1 抗
体 により , 癌細胞 の 大網 へ の 接 着は 有意に阻害さ れ た .
3 . 腹腔内で 継代す る前 に比較 して 4代 , 12代 と 継代が進 む
に し たが い , イ ン テ グ リ ン
ー サ ブ ユ ニ ッ ト α2, α3 の 発現量
が増加 した .
こ れ ら の こ と か ら 以下の よ うに結論 した .
癌細胞自体が産生 し た, ま た は , 痛細 胞が 存在する た め に生
じた 何ら か の 物質が , 直接ま た は 間接的に中皮細胞の 変形, 離
解, 剥脱を誘導 し た. ま た , 腹膜播種の 最初の 段階で最も重要
な役割を有する Ⅵ A 2, V L む3を発現する癌細胞が , 腹腔内継
代 に より選択 され , より強 い 腹膜播種能を有する高度腹膜転移
株となる と 推察 され た .
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To clarifythe mecha nism softhe fo rmatio nofpe ritoneal diss emina tion from ga stric c a n c e r, a highly m etast atic c ｡111in ｡
W aS de v eloped ffom hu man ga stric c ell lin e M KN -4 5･ M K N-4 5-S C(S C)c ells w e repr odu c ed byi可ection of MK N-45c ells
int othe dor sal subc uta neous area of n ude mic e･ A highly m eta sta tic cel1 1in e w as e stablished from S Cc ells thr o ugh
PrOgr eSSiv ecultiva tion afte r6-ge ner atio nintraperiton ealpa s s age s･ S C, 4
-
ge neration intr aperito n e ally pass aged S C(4G P)a nd
1 2 G Pce11s wereu sed in this study･ S Ca nd 1 2 G Pc ells w e redev eloped with no vele x viv o co-Cultu re system u slngthehu man
great om entu m ･ A fte r co
- Cultur e, ad hesio n of can cer cells to the o m en tu m wa se x a min ed with a s c a n n l ng ele ctr o n
mic ros cope･ T he n u mber ofad hering c anc e rcells w as coun ted, afte ranti- C E Aan tibodyin c ubation . T he diffe re n c e sin
e xpr e sio n ofthe me tast asi related ge n esin S C, 4 G Pa nd 1 2 G Pce11s w e re e x amin ed by R T
-P C R. A d hesion mole c ules
(integrin α 2, α3 and α5 subu nits, L F A-l and IC A M) m otility fa cto rs(c- m et, A M Frec epto r), u rOkinas etype pla s min ogen
ac tivator(u - P A) and itsr ec epto r(u M P Arec epto r) and itsinhibito rs(P A トl, P A I-2), PrOteaS e S a nd theirinhibitors(M M P-2,
M MP-9, T I M P-1 a nd T I M P-2), grOWth fact or(c -e rb B-2･ V E G Fa nd e stroge n re cepto r)ge nes w e reselected n･Om a m Ong the
m etast asi - aS S OCiated ge nes･ Electr on mic ro sc opic findings of o me ntu minc ubated with 1 2 G Pcells show ed thatc a nce rcells
adhered only to the naked area ofthe subme s othelial bas e m ent m e mbra n e, W hich w a s e xposed by the shrinkage a nd
e xfoliation of m e s othelial c ells･ A fter fo u r- ho u rin c ubatio n, a Wide area ofthe s ubm es othelial bas em e nt m embr a n e w as
expos ed by m es o thelial c elle xfoliation ･ Canc er c ells adhe red to the basem e nt m e mbr a n eby ps e udopodialprotru Sion sfrom
the su rfa ce ofthe c an c e rc ells･ On the othe rhand, a m O ng the m ata st asis- aS S O Ciated ge n e s, the e xpr e ssion of c- m et, A M F
re c eptor, u
- P A, u - PA r e c eptor, PA I-l, M M Ps, T I M Ps, C- e rb B- 2 a nd V E G Fw as ge n e ra11y obse r ved in tho s ec el1 1in e s. But
integrln α5 subu nit, L F A-1, I C A M, P A I-2 and estroge n r e c eptor s w e re no te xpres sed in tho s e cel1 1in es. How e v e r, the
e xpression of integrl n α2 and α3 sub- u nitsin 1 2 G Pc ells was m u ch m o re ele v ated tha nthose in S Cc ells. Fu rther mor e,
StrOnBer e XPre SSio nsof integn n α2 and α3 s ub-u nits w e reim m unohisto che mically obse rved in 1 2GP cells than in S Cc ells.
Integrin β1 s ub- u nit e xpr e ssion didnotchange duringtheintr ape riton e alpa s s age s, While a nti-integrin β1sub- u nit antibody
Slgni nc a ntlyinhibitedthe number of 12GP cells ad he ringto the o m e ntu m･ T he s e res ults sugge st thatV L A-2and V L A-3play
a m 叫Or rOlein thefbrm atio n ofperiton eal diss emination from gastric c a n c e r.
